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A incidência do melanoma tem aumentado, e este câncer apresenta uma das piores 
taxas de resposta à quimioterapia. Além disso, poucos agentes demonstram 
atividade antitumoral significativa contra o melanoma metastático, o que justifica a 
busca por novos quimioterápicos. Neste sentido, muito esforço tem sido feito para se 
entender os mecanismos moleculares das etapas de progressão tumoral e 
metástase. A galectina-3 é uma proteína que participa de diversos processos 
importantes na biologia tumoral. Entretanto, a interpretação dos dados reportados é 
complexa, pois o papel desta proteína depende da sua localização celular, das 
interações protéicas envolvidas e da célula. Portanto, neste trabalho, investigamos a 
influência da expressão ectópica da galectina-3, nas respostas de células de 
melanoma ao tratamento com complexos de cobre. Complexos de cobre são 
compostos interessantes devido as suas propriedades redox, que podem ser 
moduladas pelos ligantes do íon cobre. Já foi demonstrado que complexos de cobre 
com isatinas ou derivados de isatinas possuem atividade anti-neuroblastoma. O 
composto [Cu(isaepy)2](ClO4)2 foi citotóxico tanto para as células que não expressam 
(TM1MNG3) como para as que expressam a galectina-3 (TM1G3), de forma dose-
dependente nas concentrações de 25, 50 e 75 M por 24h de exposição. Além 
disso, este composto também induziu estresse carbonílico, e inibiu a adesão a 
proteínas da matriz extracelular (MEC) após 24h. Estes efeitos foram mais 
pronunciados nas células TM1G3, indicando que a galectina-3 aumenta a 
susceptibilidade celular a danos oxidativos, perda da adesão e morte celular. O 
composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2, por sua vez, produziu efeitos citotóxicos apenas 
após 48h de tratamento e em concentrações mais altas, como 100 M, atingindo 
principalmente as células TM1MNG3. Estas células, de fato, apresentaram menos 
estresse carbonílico e mais inibição à adesão que as TM1G3 após tratamento com 
[Cu(enim)H2O](ClO4)2. O composto redox inativo [Zn(isaepy)2Cl2] não produziu 
nenhum efeito em nossas condições experimentais. Assim, nossos dados indicam 
que dependendo do ligante, a reatividade dos complexos de cobre pode variar, 
modulando a intensidade de suas propriedades pró-oxidantes, e que a expressão da 
galectina-3 nas células de melanoma determina as respostas celulares aos 





Melanoma incidence has increased, and this malignant neoplasia poorly responds to 
chemotherapy. In addition, few agents have demonstrated a significant antitumoral 
activity against metastatic melanoma, justifying the search for novel drugs. In this 
context, efforts have been done to elucidate the molecular mechanisms underlying 
tumor progression and metastasis. Galectin-3 is a protein involved in several 
important processes to tumor progression. However, interpretation of the available 
data is complex, since galectin-3 functions strongly depend on its cellular localization, 
protein interactions and on the cell. Therefore, in this work, we investigated the 
influence of ectopic expression of galectin-3 in melanoma responses to copper 
complex treatments. Copper complexes are interesting compounds due to their redox 
properties, which can be modulated by the metal ligands. It has been shown that Cu-
isatin or isatin-derived ligands complexes have anti-neuroblastoma activity. 
Compound [Cu(isaepy)2](ClO4)2 was cytotoxic for both galectin-3-expressing 
(TM1G3) or -null cell (TM1MNG3), in a dose-dependent manner in concentrations of 
25, 50 and 75 M for 24h-treatment. Moreover, this compound also induced carbonyl 
stress and inhibited cell adhesion to extracellular matrix (ECM) proteins after 24h. 
These effects were more prominent in TM1G3 cells, indicating galectin-3 increases 
cell susceptibility to oxidative damage, loss of adhesion and cell death. Compound 
[Cu(enim)H2O](ClO4)2 produced cytotoxic effects only after 48h exposure and at 
higher concentrations, such as 100 M, mainly in TM1MNG3 cells. These cells, in 
fact, presented less carbonyl stress and increased adhesion inhibition than TM1G3 
cells after treatment with [Cu(enim)H2O](ClO4)2. Redox inactive [Zn(isaepy)2Cl2] 
produced no effect in our experimental conditions. Thus, our data show that 
depending on the metal ligand, reactivity of the copper complexes can vary, 
modulating the intensity of their prooxidant property, and that galectin-3 expression in 







Neoplasias malignas que se desenvolvem através de transformação de 
melanócitos são chamadas de melanoma. Essa neoplasia acomete principalmente a 
pele (melanoma cutâneo), mas pode também ocorrer no olho (melanoma ocular ou 
intra-ocular) e, outras áreas onde existem melanócitos como o tubo digestivo e as 
meninges (TUCKER & GOLDESTEIN, 2003). Os melanócitos surgem de células 
pluripotentes da crista neural. Sua sobrevivência, migração, e diferenciação estão 
relacionadas à expressão de determinadas moléculas, não apenas nas células que 
migram, mas também nos outros tipos celulares justapostos e na matriz extracelular 
(HERLYN & SATYAMOORTHY, 2001). 
Apenas 4% de todos os tumores dermatológicos correspondem a melanoma 
cutâneo. Apesar de ser o menos freqüente é o mais agressivo, sendo responsável 
por aproximadamente 80% dos casos de morte de câncer de pele (HOUGTON & 
POLSKY, 2002, KUPHAL & BOSSERHOFF, 2009). A incidência dessa neoplasia 
tem aumentado em diversos países; nos EUA foi a doença com aumento mais 
expressivo, tendo o número de casos dobrado nas últimas três décadas 
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2006). No Brasil, existem estimativas de que em 
2009 ocorram 9.700 novos casos de melanoma. Os estados brasileiros com as 
maiores incidências de melanoma são: São Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do 
Sul, Minas Gerais, Paraná e Santa Catarina (INCA, 2009). 
A radiação ultravioleta (UV) é o fator ambiental de maior risco para o 
desenvolvimento de melanoma cutâneo. Estudos sugerem que o risco de 
desenvolver câncer de pele está significativamente mais associado com um padrão 
de exposição intenso e intermitente ao sol que com um padrão de exposição 
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acumulativo (GILCHREST et al., 1999). O histórico familiar de melanoma também é 
um fator de risco relacionado com a incidência desse tipo de câncer de pele. 
Aproximadamente 10% dos pacientes com melanoma apresentam um parente 
afetado por essa doença (CHUDNOVSKY et al., 2005). 
De acordo com as características clínicas e histopatológicas do tumor, a 
literatura vem propondo cinco estágios da progressão do melanoma (MEIER et al., 
1998; BALDI et al., 2003). Primeiro estágio: nevus congênito, com características 
estruturais normais de melanócitos; segundo estágio: nevus displásico com estrutura 
atípica; terceiro ou de fase de crescimento radial primitivo em melanoma primário 
(RGP); o quarto estágio é o de fase de crescimento vertical avançado em melanoma 
primário (VGP), com potencial metastático; e por último melanoma metastático. 
Porém, devido à falta de marcadores co-relacionados com os estágios da doença há 
uma dificuldade em se determinar o estágio em que o tumor se encontra (GARBE, 
2005). Um maior entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na 
transformação e progressão do melanoma é essencial para o estudo de marcadores 
e abordagens terapêuticas eficazes para essa neoplasia (MEIER et al., 1998; BALDI 
et al., 2003). 
O diagnóstico precoce do melanoma é fundamental para o tratamento clínico 
do paciente, uma vez que são curáveis cirurgicamente quando detectados nos 
primeiros estágios. Dessa maneira, a identificação das alterações moleculares 
envolvidas em cada uma das fases da progressão dessa doença é importante para o 
desenvolvimento de novos métodos diagnósticos e terapêuticos (CHIN, 2003). 
Os mecanismos moleculares que levam à desregulação da homeostase que 
envolve os melanócitos são ainda desconhecidos (HAASS et al., 2005). Porém, o 
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que já se sabe é que a transformação de melanócitos em melanomas ocorre devido 
a mutações gênicas em aproximadamente 25 a 40% dos casos (GHIORZO, 2003). 
De acordo com estudos recentes as investigações por métodos de imagens 
são importantes na detecção inicial dessa neoplasia. Entretanto, são ineficientes na 
maioria das vezes na detecção de metástases e ainda produzem cerca de 7% de 
resultados falso-positivos (GARBE, 2005). As proteínas S-100 e MIA (atividade 
inibitória de melanoma) são marcadores tumorais promissores para o monitoramento 
tumoral, embora ainda pouco caracterizados (GARBE, 2005). 
O melanoma apresenta uma das piores taxas de resposta à quimioterapia. 
Poucos agentes demonstram atividade antitumoral significativa contra o melanoma 
metastático (RODRIGUEZ-VICENTE et al., 1998; HUNCHAREK et al., 2001; LOTZE 
et al., 2001). Os agentes quimioterápicos que têm sido amplamente utilizados no 
tratamento do melanoma metastático incluem, por exemplo, os agentes alquilantes 
(dacarbazina) (HUNCHAREK et al., 2001; LOTZE et al., 2001), análogos da platina 
(LOTZE et al., 2001), nitrosouréias (RODRIGUEZ-VICENTE et al., 1998; LOTZE et 
al., 2001) e agentes antimitóticos (LOTZE et al., 2001). O tratamento com agentes 
quimioterápicos geralmente leva a resistência das células tumorais a droga. O 
mecanismo de resistência permite que as células tumorais reparem as lesões 
provocadas pelas drogas no DNA, anulando seus efeitos citotóxicos e escapando da 
morte celular (COLVIN, 2001). 
 
1.2 GALECTINAS 
As galectinas são proteínas da família das lectinas animais que apresentam 
como características principais a afinidade por oligassacarídeos contendo -
galactose e alto grau de similaridade no domínio de reconhecimento de carboidratos 
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(CRD) (BARONDES et al., 1994 a). As lectinas estão distribuídas pelo reino animal, 
sendo encontradas tanto nos invertebrados como nos vertebrados (YANG & LIU, 
2003). 
Atualmente já foram identificados 15 tipos diferentes de galectinas em tecidos 
de diversas espécies. Elas são classificadas em três grupos de acordo com o 
número e a organização estrutural do domínio de reconhecimento de carboidrato: 
grupo protótipo, repetição em tandem e quimera (Figura 1). O grupo protótipo 
apresenta uma seqüência N-terminal curta e um único CRD, nesse grupo estão as 
galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 e 15. As galectinas do grupo repetição em 
tandem apresentam dois CRD diferentes unidos por uma seqüência curta com 
aproximadamente 70 aminoácidos. Dentro desse grupo estão as galectinas 4, 6, 8, 
9, 12.  E por último o grupo quimera que apresenta um único CRD ligado ao domínio 
N-terminal que possui seqüências de resíduos de tirosina, prolina e glicina que se 







Figura 1: Esquema representativo da família das galectinas. O domínio conservado de 
reconhecimento de carboidratos (CRD) é constituído por cerca de 130 aminoácidos que são 
responsáveis pela ligação de carboidratos. Os 15 membros da família podem ser divididos em três 
grupos: grupo protótipo que contém um CRD (galectina-1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 e 15), grupo de 
repetição em tandem que contem dois CRD distintos em paralelo, ligados a um vinculador de até 70 
aminoácidos (galectina-4, 6, 8, 9 e 12) e por último a galectina 3 pertencente ao grupo quimera que 
possui um único CRD com seqüências curtas de repetições de resíduos ricos em tirosina, prolina e 
glicina fundidas ao seu CRD. Adaptado de BARONDES et al., 1994 e LIU et al., 2005. 
 
1.3 GALECTINA-3 
A galectina-3 é uma proteína monomérica com cerca de 30 a 35 kDa 
(MAZUREK et al., 2005). Apresenta três domínios estruturais distintos, o domínio 
amino terminal composto de 12 aminoácidos, uma seqüência similar a colágeno rica 
em tirosina, prolina e glicina que serve como substrato para metaloproteases e o 
domínio carbóxi-terminal de estrutura globular onde está localizado o CRD 
(BARONDES et al., 1994 b). A galectina-3 humana é codificada pelo gene LGALS3 
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localizado no cromossomo 14. Essa proteína humana é similar a de murino, o que 
difere é a estrutura do éxon 1 e a organização dos sítios de início de transcrição 
(KADROFSKE et al., 1998). 
A galectina-3 é expressa por células inflamatórias, fibroblastos, células 
dendríticas, neurônios e células epiteliais como de intestino, mama, pele, rim e 
glândulas salivares (LE MARER, 2000). Esta proteína apresenta distribuição ubíqua, 
sendo encontrada tanto no meio intracelular, na membrana plasmática e no meio 
extracelular, na forma secretada (OCHIENG et al., 2004). O mecanismo de secreção 
ainda não é conhecido. Sabe-se apenas que não ocorre pela via clássica, pois não 
apresenta peptídeo sinal (GONG et al., 1999). Há inúmeros trabalhos que 
evidenciam que a porção amino terminal pode estar envolvida no processo de 
secreção, já que a deleção da porção provoca alteração na compartimentalização e 
função da galectina-3 (GONG et al., 1999; DUMIC, et al., 2006). 
Em termos funcionais, a galectina-3 está envolvida em diversos processos 
celulares, como proliferação, adesão, migração e apoptose (LIU et al., 2002; VILLA-
VERDE et al., 2002). Entretanto, os papéis desempenhados por esta proteína em 
cada um destes processos parecem ser dependentes da sua localização celular e 
das moléculas com quem ela interage (LIU et al., 2002). 
A galectina-3 que está presente no meio extracelular pode interagir com 
glicoconjugados da superfície celular e com proteínas da matriz extracelular, 
modulando interações célula-célula e célula-matriz (Figura 2). Diversos trabalhos 
relatam que essa proteína pode atuar como uma molécula de desadesão celular 
(KIM et al., 1999; VILLA-VERDE, et al., 2002), mas a maioria dos trabalhos indica 
que, neste ambiente, a galectina-3 atue promovendo adesão célula-matriz e adesão 
homotípica (DUMIC et al., 2006). Além disso, essa lectina pode promover ligação 
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cruzada entre glicoconjugados presentes na superfície celular provocando ativação 
de vias de sinalização associadas a apoptose e proliferação celular (HUGHES, 
2001). 
 
Figura 2: Esquema da interação da proteína galectina-3 no meio extracelular. A figura mostra as 
interações que a proteína galectina-3 faz no meio extracelular. As setas vermelhas representam os 
efeitos positivos. DUMIC, et al., 2006. 
 
Galectina-3 intracelular pode ser encontrada no citoplasma e núcleo 
(DAVIDSON et al., 2002). A do citoplasma está envolvida no controle do processo 
de apoptose, estimulando adesão a matriz e a sobrevivência pós estímulos 
apoptóticos (MATARESSE et al., 2000 a), enquanto que a nuclear está envolvida no 
processo de splicing de RNA e na ativação de fatores de transcrição específicos 





Figura 3: Esquema da interação da proteína galectina-3 no meio intracelular. A figura mostra as 
interações que a proteína galectina-3 faz no meio intracelular. As setas vermelhas representam os 
efeitos positivos. DUMIC, et al., 2006. 
 
Essa proteína também pode estimular ou inibir a proliferação celular (KIM et 
al., 1999; ELLERHORST et al., 2002). Os mecanismos que regulam tal proliferação 
celular ainda não são bem compreendidos, mas estudos recentes demonstram que 
a galectina-3 pode atuar na expressão de proteínas do ciclo celular, como ciclinas (A 
e E) e inibidores das quinases dependentes de ciclina (p21 e p27), mediar a ativação 
de vias de sinalização e aumentar a expressão de fatores de transcrição (PARON et 
al., 2003; SHIMURA et al., 2005). Muitos estudos têm demonstrado o papel de 
galectina-3 como molécula anti-apoptótica. Linfócitos B transfectados com galectina-
3 são mais resistentes a apoptose induzida por estaurosporina (HOYER et al., 
2004). AKAHANI et al., 1997, mostrou que células de câncer de mama que 
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expressam galectina-3 são mais resistentes a apoptose induzida por anoikis (perda 
de ancoragem). Da mesma forma, macrófagos de camundongos knockout para o 
gene da galectina-3 são mais sensíveis a apoptose que macrófagos de 
camundongos controle (HSU et al., 2000). 
O mecanismo que a proteína galectina-3 exerce sua atividade anti-apoptótica 
não é totalmente elucidado.  Entretanto existem evidências que sugerem que depois 
de um estímulo apoptótico, ela é translocada do núcleo ou citoplasma para a 
mitocôndria onde provavelmente previne a perda de integridade mitocondrial e inibe 
a liberação do citocromo c (YU et al. 2002). Um trabalho de Oka e colaboradores, 
2005, demonstrou que a galectina-3 aumenta a resistência de células de carcinoma 
de bexiga a apoptose induzida pela molécula TRAIL (tumor necrosis factor-related 
apoptosis inducing ligand) por ativar a via de sinalização PI3K/Akt (OKA et al., 2005). 
Nesse sentido, outro estudo demonstrou que a atividade anti-apoptótica de 
galectina-3 é regulada por fosforilação (YOSHII et al., 2001). A fosforilação da 
galectina-3 ocorre nos resíduos de serina6 pela ação da caseína quinase I 
(HUFLEJT et al., 1993). Quando esse resíduo de serina é mutado, a proteína não 
pode ser fosforilada e sua atividade anti-apoptótica é diminuída, sugerindo dessa 
maneira que a fosforilação nesta posição esteja relacionada com a função anti-
apoptótica da galectina-3 (YOSHII et al., 2001). Além disso, a fosforilação é 
essencial para a exportação da galectina do núcleo após estimulo apoptótico 
(TAKENAKA et al., 2004). Outros estudos têm demonstrado que a galectina-3 pode 
atuar como uma molécula pró-apoptótica, modulando a apoptose através da via de 
sinalização CD95 em células T (FUKUMORI et al., 2004) ou através da interação 
com o complexo C29/CD7 presente na superfície de linfócitos (FUKUMORI et al., 
2003). Dessa maneira, as funções exercidas pela galectina-3 sugerem que a 
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expressão e a atividade dessa molécula sejam reguladas pela sua localização 
celular, glicosilação ou modulação da expressão de seus ligantes e, principalmente 
através do seu controle transcricional (CHIARIOTTI et al., 2004). 
Quase não tem informações na literatura que reportam o papel da galectina-3 
na progressão de melanomas. De um modo geral, os relatos existentes indicam que 
a expressão da galectina-3 encontra-se aumentada ao longo da progressão de 
melanomas e os níveis de galectina-3 no soro de pacientes com melanoma 
metastático eram maiores que os níveis encontrados no soro de indivíduos 
saudáveis (VEREECKEN et al., 2006). Estudos também mostraram que melanomas 
metastáticos acumulam grandes quantidades de galectina-3 e que a expressão 
dessa proteína está associada com a apoptose de linfócitos relacionados ao tumor 
(ZUBIETA et al., 2006). Prieto e colaboradores, 2006, mostraram que melanócitos 
adquirem altos níveis de galectina-3 ao longo da progressão tumoral, 
particularmente no núcleo e que melanomas originários de exposição intermitente ao 
sol eram caracterizados por uma intensa expressão de galectina-3 no citoplasma, 
enquanto que a expressão de galectina-3 no núcleo era restrita a melanomas 
originários de lesões de exposição crônica e continua ao sol, sugerindo dessa 
maneira um envolvimento da radiação ultravioleta na ativação de galectina-3, e uma 
associação entre a translocação de galectina-3 para o núcleo e padrão de exposição 
crônico ao sol (PRIETO et al., 2006). 
A galectina-3 modula vários eventos que são essenciais para o 
desenvolvimento do câncer, como por exemplo, a proliferação, apoptose, 
angiogênese e a invasão tecidual (INOHARA et al., 1996). Pesquisadores 
demonstraram que a fosforilação da galectina-3 contribui para a transformação 
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maligna de células epiteliais de mama por agir na modulação da atividade de genes 
importantes no processo de tumorigênese (MAZUREK et al., 2005). 
É crescente o numero de evidências que demonstram que a galectina-3 
modula a capacidade de migração das células tumorais (MATARESSE et al., 2000 
a), possivelmente pela capacidade dessa proteína de se ligar a glicoconjugados 
presentes na superfície celular e na matriz extracelular (OCHIENG et al., 1998). A 
galectina-3 também pode regular a expressão de integrinas, e dessa maneira atuar 
na invasão tumoral (MATARESSE et al., 2000 b). 
O papel da galectina-3 tem sido demonstrado em câncer de tireóide. Já vem 
sendo descrito que é possível estabelecer uma correlação entre expressão de 
galectina-3 e a aquisição de um fenótipo mais agressivo nesse tipo de neoplasia. 
(COLI et al., 2002). 
 
1.4 METAIS DE TRANSIÇÃO 
Metais de transição da primeira linha do bloco d da tabela periódica são 
importantes biologicamente, principalmente o ferro e o cobre, que constituem sítios 
funcionais de várias proteínas e enzimas. Os organismos desenvolveram 
mecanismos complexos e proteínas específicas para transportar, armazenar e 
entregar diferentes íons de metais de transição às proteínas específicas, 
minimizando sua disponibilidade como catalisadores de reações de óxido-redução 
nocivas (NTZIACHRISTOS et al., 2007; VALKO et al., 2005). 
O cobre há muito foi reconhecido como elemento de incontestável valor à 
vida, sendo um micronutriente para sobrevivência das células. O cobre participa de 
vários processos metabólicos sendo constituinte de diversas enzimas do organismo, 
como cofator de metalo-enzimas. As mais conhecidas são: a superóxido dismutase 
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citoplasmática e a extracelular (SOD) que auxilia o organismo na eliminação de 
radicais superóxido, a citocromo c oxidase, essencial para a respiração celular, a 
tirosinase, envolvida na melanogênese e a dopamina  hidroxilase, importante na 
conversão de dopamina em noradrenalina (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). O 
cobre também participa na síntese da elastina e do colágeno, na síntese dos 
hormônios da tireóide e da hemoglobina e protege a bainha de mielina dos nervos 
(GAETKE & CHOW, 2003). 
O cobre é um mineral amplamente distribuído nos alimentos, o que torna mais 
rara a sua deficiência. Os casos de déficit de cobre não são devidos à deficiência de 
cobre no organismo, mas à diminuição da sua proteína de transporte no sangue 
(ceruloplasmina) (DUTRA et al., 2005). As deficiências de cobre também podem ser 
devidas a um excesso de zinco, manganês e molibdênio. Estes competem com o 
cobre nos locais de absorção. A condição mais comum de deficiência simultânea de 
zinco e cobre é a falta desses minerais na dieta ou aumento de fibras que diminuem 
a absorção dos mesmos. O excesso de chumbo, mercúrio e cádmio também dificulta 
a absorção do cobre. A baixa de cobre em estágios mais avançados causa anemia 
microcítica resistente ao tratamento habitual com ferro. Pode causar também 
mechas brancas precoces no cabelo, osteoporose e fragilidade vascular formando 
veias tortuosas. (BREWER, 2007). 
Os íons de cobre existem dois estados de oxidação: Cu+1 e Cu+2. Ambas as 
espécies são capazes de reagir com o radical superóxido, transformando-o em 
oxigênio molecular e peróxido de hidrogênio (reações 1 e 2). Estas são as reações 
de catálise da SOD. 
Cu+2 + O2   Cu
+1 + O2    reação 1 
Cu+1 + O2  + 2H
+  Cu+2 + H2O2  reação 2 
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O Cu+1 também pode participar da geração de radical hidroxila (·OH), através 
de reação de Fenton (reação 3) 
Cu+1 + H2O2  OH + OH  + O2   reação 3 
Assim, apesar de sua importância em diversos processos biológicos, íons de 
cobre livre, ou complexados com determinadas biomoléculas, podem induzir 
processos oxidativos em proteínas, carboidratos, lipídeos e ácidos nucléicos, 
podendo iniciar condições patológicas (da SILVEIRA et.al., 2008). Estas 
propriedades redox de íons cobre têm direcionado pesquisas para o 
desenvolvimento de agentes antitumorais capazes de causar apoptose induzido por 
variados estímulos, incluindo o estresse oxidativo (LIU et al., 2003). Particularmente, 
o papel pró-apoptótico do cobre tem sido extensivamente investigado baseado na 
proposta de ser um agente de baixa toxicidade (LINDER, 2001; ROTILIO et al. 2000; 
COYLE et al., 2004). 
Estudos têm sido feitos no sentido de observar a ação de compostos 
orgânicos na apoptose celular (CERCHIARO et al., 2005). Esses compostos são 
amplamente empregados no combate ao câncer através da indução da apoptose 
nas células tumorais, ou bloqueando o ciclo celular em determinada fase (SCHIFF et 
al., 1979). Entretanto, devido à complexidade das estruturas estudadas, as suas 
sínteses para produção em larga escala na terapia antitumoral tornam-se quase 
inviáveis. Dessa maneira a busca por terapias antitumorais mais econômicas e 
simples tornou-se um grande desafio, e tem iniciado uma busca por drogas pró-
apoptóticas baseadas em complexos metálicos (WEST et al., 1991). Diversos 
complexos de Cu(II) tiveram suas atividades biológicas avaliadas, especialmente 
relacionadas a danos ao DNA e a apoptose (DANIEL et al., 2004). Particularmente, 
alguns destes complexos podem gerar eficientemente espécies reativas de oxigênio 
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(ROS), durante a catálise de substratos endógenos, que atacam biomoléculas, 
causando o estresse oxidativo (ex. SOD, tirosinase, citocromo oxidase) (HALLIWELL 
& GUTTERIDGE, 2007). 
 
1.5 METALODROGAS 
O interesse nos componentes metálicos para utilização em novas drogas e 
agentes de diagnósticos é comumente observado na área de investigação científica 
médica. A investigação nesta área baseia-se na possibilidade de interação destes 
íons metálicos com diversas biomoléculas, para contribuir no desenvolvimento de 
novas terapêuticas. Uma ampla quantia de complexos metálicos é usada 
clinicamente e encorajam futuros estudos para novas metalodrogas com atividade 
antitumoral (HARTINGER & KEPPLER, 2007). O estudo de metalodrogas ou 
metalofármacos constitui um enorme desafio na química de coordenação, já que 
inclui, entre outros tópicos, a especiação de metais em condições fisiológicas 
relevantes; métodos sensíveis de detecção e determinação dessas espécies 
contendo íons metálicos; as interações específicas dos metais com biomoléculas 
importantes, como proteínas, DNA, lipídios, carboidratos e membranas; além da 
elucidação dos mecanismos moleculares de sua ação no meio biológico 
(THOMPSON & ORVIG, 2003). 
Neste contexto, são vários os exemplos de complexos metálicos, com ligantes 
naturais, sintéticos ou semi-sintéticos, que têm sido estudados com o objetivo de 
melhorar suas ações biológicas, incluindo atividade antiácida, antiinflamatória, 
fungicida, antimicrobiana, antiviral e antitumoral (MING, 2003). No caso dos agentes 
antitumorais, estudos pioneiros utilizavam metais não-essenciais como platina ou 
rutênio (LIPPARD, 1994). Estudos mais recentes têm sido também desenvolvidos 
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com metais essenciais, como o cobre, já que se espera que o nível de toxicidade 
dos compostos seja menor (CERCHIARO et al., 2005). 
 
1.6 LIGANTES DE COBRE INSPIRADOS EM BIOMOLÉCULAS COMO POSSÍVEIS 
AGENTES ANTITUMORAIS 
Existe crescente interesse em estudar propriedades químicas e biológicas de 
complexos de cobre com ligantes de bases de Schiff, contendo grupos indol e 
pirazol, focando suas características estruturais e sua reatividade. Ligantes 
derivados de isatina, um indol endógeno, apresentam propriedades pró-apoptóticas 
em células humanas tumorais (LANE et al., 2001), além de apresentarem atividade 
pró-oxidante (FERREIRA et al., 2000), especialmente na oxidação de carboidratos e 
capacidade de gerar espécies reativas de oxigênio (ROS) (CERCHIARO et al., 
2004). 
Estudos anteriores já mostraram que complexos de cobre com ligantes 
derivados de isatina, ou 2,3 dioxindol, apresentam atividade pró-apoptótica 
significativa em células de neuroblastoma (CERCHIARO et al, 2005). Outros 
trabalhos mostram que esses ligantes foram inspirados em biomoléculas que ativam 
a sinalização para apoptose (COYLE et al., 2004) o que torna a utilização destes 
compostos interessantes do ponto de vista antitumoral. 
Diversos estímulos podem induzir processo apoptótico, incluindo a geração 
de ROS. Utilizando diferentes ligantes de cobre é possível modificar o potencial 
redox deste metal e modular outros processos biológicos fundamentais, como ciclo 
celular (LI et al., 2005). Dentre as várias abordagens no estudo das moléculas-alvo 
para agentes quimioterapêuticos contra o câncer, destacam-se o desenvolvimento 
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de inibidores de quinases dependentes de ciclina, as chamadas CDK (cyclin-
dependent kinases) (JEFFREY et al., 1995). 
Complexos de cobre podem ser agentes quimioterápicos promissores, se o 
ligante adequado proporcionar ações pró-apoptóticas, pró-oxidativas ou interferir em 





Devido à importância do melanoma e ao possível papel da galectina-3 no 
comportamento tumoral, neste projeto avaliamos o papel desta proteína frente aos 
estímulos de dois complexos de cobre com possível ação oxidante, em células de 
melanoma. Além disso, avaliamos a modulação dos efeitos celulares pelos ligantes 
do cobre. 
Particularmente analisamos: 
1) a expressão e localização da galectina-3 nas células TM1G3 e TM1MNG3; 
2) a proliferação e a adesão das células TM1MNG3 e TM1G3 
3) a citotoxicidade induzida pelos compostos [Cu (isaepy)2] (ClO4)2, [Zn 
(isaepy)2Cl2] e [Cu (enim)H2O] (ClO4)2 nas células TM1G3 e TM1MNG3; 
4) a proliferação e a adesão das células TM1MNG3 e TM1G3 sobre moléculas 
de matriz após exposição aos compostos [Cu (isaepy)2] (ClO4)2, [Zn 
(isaepy)2Cl2] e [Cu (enim)H2O] (ClO4)2; 
5) o estresse carbonílico gerado pelos compostos [Cu (isaepy)2] (ClO4)2, [Zn 




3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 CULTURAS CELULARES 
As linhagens celulares TM1MNG3 e TM1G3 foram gentilmente cedidas pelo 
Prof. Dr. Roger Chammas, do laboratório de Oncologia Experimental da Faculdade 
de Medicina da Universidade de São Paulo. Essas linhagens são derivadas da 
linhagem TM1, a qual foi obtida durante a progressão tumoral de melanócitos murino 
(melan-a) após inúmeros ciclos de desadesão (OBA-SHINJO et.al., 2006). Análise 
dos genes e de proteínas expressos por essas células mostrou que durante o 
processo de transformação houve uma perda da expressão da galectina-3 (de 
SOUZA et al., 2006). As células TM1 foram então transfectadas com 1 µg de 
plasmideo contendo o gene da galectina-3 humana (pEF1-neo-Gal-3), ou com 1 µg 
do plasmideo vazio (pEF1- neo) com Lipofectamina  (Invitrogen). Estes vetores 
foram fornecidos pelo Dr. Fu-Tong Liu (Universidade da Califórnia, Davis, CA). As 
células transfectadas foram mantidas em RPMI contendo 5% do soro fetal bovino. 
Em seguida houve a seleção, surgindo assim, as duas linhagens que foram usadas 
nesse trabalho, TM1MNG3 (sem galectina-3) e TM1G3 (com galectina-3). 
(TEIXEIRA et al, comunicação pessoal). Estas linhagens foram cultivadas em meio 
RPMI 1640 (Cultilab) em pH 6.9 suplementada com 5% de soro fetal bovino (SFB 
Cultilab). O repique celular foi realizado 3 vezes por semana, numa proporção de 1:5 
em placas p100. As células foram mantidas em estufa a 37 C contendo 5% de CO2 




3.2 EXPRESSÃO DA GALECTINA-3 NAS LINHAGENS CELULARES 
3.2.1 Preparação dos Extratos Celulares 
Células (TM1MNG3 e TM1G3) foram plaqueadas em uma densidade de 1 x 
106 células/placa p100 (TPP) com meio RPMI pH 6.9 (Cultilab) suplementado com 
5% de SFB. Após 24 horas em estufa, estas foram colocadas em gelo e lavadas três 
vezes com solução salina tamponada com fosfato (PBS) gelada. Após esse 
procedimento, foram adicionados 300 µl de tampão de lise (1% NP40 em PBS), 
acrescido de inibidores de protease (0,01 M iodocetamida, 0,01 M benzamidina, 0, 
001 M NEM, 0,01 M 2-fenantrolina, 0,01 M PMSF) e de fosfatases (0, 001 M NaPPi, 
0, 005 M NaF e 0, 001 M Na3VO4) em cada placa. As células foram então raspadas 
das placas e com o auxílio de uma ponteira de micropipeta do tipo p-200 foi feita 
uma lise mecânica por 15 minutos. O conteúdo de cada placa foi coletado 
separadamente em microtubos (Axygen) e centrifugado a uma velocidade de 5000 g 
durante 20 minutos a uma temperatura de 4 C. O sobrenadante de cada amostra foi 
coletado e o precipitado descartado. 
A concentração de proteínas de cada amostra foi detectada pelo método de 
Bradford (1976). As amostras foram armazenadas a - 20 C. 
 
3.2.2 SDS – PAGE 
Foi utilizada a técnica de SDS-PAGE para a separação eletroforética das 
proteínas celulares de TM1MNG3 e TM1G3. Quatro por cento de acrilamida/bis 
acrilamida em tampão 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) contendo 0,4% SDS foi utilizado para 
o gel de empilhamento. Para o gel de separação, foi utilizada uma concentração de 
15% acrilamida/bis acrilamida em tampão 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) contendo 0,4% 
SDS. Agentes catalisadores (persulfato de amônio e N, N, N, N-tetrametil 
20 
 
etilenodiamina TEMED) foram adicionados em ambos os géis para que ocorresse a 
polimerização dos mesmos. Quantidades iguais em microgramas de proteínas (50 
µg) de cada amostra foram misturadas ao tampão de amostra redutor (62 mM Tris-
HCl, pH 6,8, 0,2% SDS, 10% glicerol, 0, 005% azul de bromofenol e 50 mM 
mercaptoetanol) na proporção de 1:5 (tampão de amostra: amostra) e fervidas 
durante aproximadamente 5 minutos. As amostras foram cuidadosamente aplicadas 
nos poços dos géis e submetidas a uma corrente de 10 mA até a entrada das 
proteínas no gel de separação, com posterior aumento da corrente para 20 mA até a 
saída do gel da frente de migração. Marcadores de pesos moleculares (29, 45, 66, 
97, 116 e 205 kDa) foram utilizados para determinação das massas das proteínas de 
interesse. 
 
3.2.3 Western Blot 
Após a separação eletroforética, as proteínas foram transferidas e 
imobilizadas em membranas de nitrocelulose (GE Healthcare) durante 30 minutos 
sob voltagem constante de 10 V, em sistema de transferência semidry. Para a 
realização da transferência foi utilizado um tampão de transferência contendo 192 
mM glicina, 25 mM Tris, 0, 037% SDS e 20% metanol. Após este processo, as 
membranas foram coradas com vermelho de Ponceau (0,2% Ponceau, 3% ácido 
acético glacial) e escaneadas para a verificação da quantidade de proteína igual 
para todas as linhagens. As membranas foram lavadas até a completa retirada do 
corante e incubadas durante uma hora com solução TBS-T (120 mM NaCl, 20 mM 
Tris e 0,05% Tween 20) contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé) para que 
houvesse um bloqueio, com proteínas inertes ao experimento, dos sítios livres da 
membrana. Então, as membranas foram incubadas sob agitação, por 16 horas a 
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40C, com solução de anticorpo primário (anti-galectina-3 produzido em rato, 
gentilmente cedido pelo Prof. Dr Roger Chammas) diluído 1:10 em tampão de 
bloqueio (TBS-T leite). Após a lavagem das membranas com TBS-T cinco vezes por 
3 minutos cada, estas foram incubadas com o anticorpo secundário (anti-
imunoglobulina de rato conjugada com peroxidase, Sigma) na diluição de 1:1000 em 
tampão de bloqueio, por uma hora a temperatura ambiente, e sob agitação. Novas 
lavagens foram feitas e as membranas foram então reagidas com o substrato da 
peroxidase (H2O2). A reação foi evidenciada utilizando substrato quimioluminescente 
West Pico (Pierce Co.) sobre a membrana, a qual foi exposta a um filme para auto-
radiograma (Kodak). 
 
3.3 IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA PARA OBSERVAÇÃO DA GALECTINA-3 
NAS LINHAGENS TM1MNG3 E TM1G3 
As duas linhagens celulares foram semeadas (5 x 103 células/poço) sobre 
lamínulas de 13 mm em uma placa de 24 poços (TPP) e cultivadas por 24 horas. 
Após esse período as células foram lavadas três vezes com PBS e fixadas com 4% 
paraformaldeído (PFA) por 20 minutos. Depois, foram lavadas mais três vezes com 
PBS e permeabilizadas por 30 minutos com 0,01% saponina em PBS. Em seguida 
os sítios inespecíficos foram bloqueados com 1% BSA durante 2 horas à 
temperatura ambiente. Após o bloqueio, as células foram incubadas com o anticorpo 
anti-galectina-3 não diluído, durante 16 horas em câmara úmida a 4º C. Para retirada 
dos anticorpos não ligados, lavaram-se as lamínulas três vezes com PBS e então, 
adicionou-se o anticorpo secundário anti-Ig de rato conjugado a FITC (Molecular 
Probes), diluído 1:800 em 1% BSA em PBS. O anticorpo secundário foi incubado 
durante 1 hora a temperatura ambiente e protegido da luz (câmara escura). Após a 
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incubação com o secundário, as células foram novamente lavadas três vezes com 
PBS. Para a marcação do núcleo das células, foi realizada a incubação com 3 µM 
DAPI (4´, 6-diaminidino-2-fenilindol, Invitrogen) durante dez minutos à temperatura 
ambiente. As células foram lavadas 3 vezes com PBS e então foi feita a montagem 
das lâminas utilizando meio de conservação Gel Mount Aqueous  (Sigma). As 
células foram visualizadas com microscópio de fluorescência (Zeiss Axiophot), e 
analisadas pelo Adobe Photoshop. Esses ensaios foram realizados em triplicatas 
para cada experimento, em 3 experimentos independentes. 
 
3.4 FRACIONAMENTO CELULAR PARA LOCALIZAÇÃO DA GALECTINA-3 
Células foram plaqueadas em uma densidade de 1 x 106 células/placa p100 
(TPP) com meio RPMI pH 6.9 (Cultilab) suplementado com 5% de SFB. Após 24 
horas, as placas foram colocadas em gelo e lavadas duas vezes com PBS gelado. 
Em seguida as placas foram raspadas e o conteúdo transferido para microtubos 
(Axygen). Esses microtubos foram centrifugados a 3000 g por 5 minutos. O 
sobrenadante foi descartado e o decantado foi ressuspendido em 200 µl de tampão 
MOPS-SACAROSE (20 mM MOPS-KOH, 250 mM sacarose, pH 7.4 e o coquetel de 
inibidores de protease (ROCHE) (LI & SHAH, 2002). As células foram lisadas por 2 
ciclos de congelamento em nitrogênio líquido / descongelamento, seguidos de 2 
ciclos de 10 segundos no sonicador. Esse lisado foi centrifugado a 200 g por 5 
minutos a 4 C. O decantado foi descartado (células não lisadas) e o sobrenadante 
foi centrifugado a 1475 g por 15 minutos. O decantado dessa centrifugação foi 
separado (FRAÇÃO N = Núcleo) e o sobrenadante foi centrifugado a 10800 g por 15 
minutos. O precipitado foi separado (FRAÇÃO C= Mitocôndrias e grandes 
organelas) e o sobrenadante centrifugado a 29000 g por 15 minutos. O precipitado 
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foi separado (FRAÇÃO D = Submitocôndrias e microssomos) e o sobrenadante foi 
centrifugado. O precipitado e o sobrenadante foram separados. O precipitado 
corresponde a FRAÇÃO E = Membranas e o sobrenadante corresponde a FRAÇÃO 
S = Proteínas citoplasmáticas (LI & SHAH, 2002). As frações tiveram suas 
concentrações protéicas determinadas pelo método de Bradford. Em seguida, a 
expressão da galectina-3 foi avaliada por Western blotting como descrito em 3.2.2. 
Esses ensaios foram realizados em 3 experimentos independentes. 
 
3.5 ENSAIOS DE DENSIDADE CELULAR 
3.5.1 Densidade celular por coloração Cristal Violeta 
Em uma placa de 96 poços, células TM1MNG3 e TM1G3 foram plaqueadas 
em uma densidade de 5 x 103 células/poço em meio RPMI 1640, pH 6.9 
suplementado com 5% de SFB. Essas linhagens foram incubadas em estufa durante 
4 horas. Após este período, o meio foi substituído por RPMI suplementado com 
0,1% de SFB. Essas células foram mantidas, sob as mesmas condições de cultivo 
citadas anteriormente, durante 24 horas. Após esse tempo o meio dos poços foi 
retirado cuidadosamente com o auxílio de uma micropipeta P1000 e as células 
foram delicadamente lavadas com 200 µl de PBS. Retirado o PBS, 100 µl de 4% 
PFA foram adicionados em cada poço durante 10 minutos. Após a fixação, as 
células foram incubadas com 100 µl de 2% metanol por 10 minutos. As células foram 
então coradas durante 10 minutos com 30 µl de 0,5% Cristal Violeta (Sigma), em 
20% metanol (Synth). Os poços foram lavados 2 vezes com 300 µl de água e o 
corante foi extraído com 100 µl de 0,1M citrato de sódio pH 4,2 (em 50% metanol, 
pH 4,2). A leitura das absorbâncias foi realizada em 550 nm. Esses ensaios foram 
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realizados em quintuplicatas para cada experimento, em 3 experimentos 
independentes. 
 
3.5.2 Densidade celular por MTT 
Em uma placa de 96 poços, 5 x 103 células TM1MNG3 e TM1G3 /poço foram 
plaqueadas em meio específico para essas linhagens. Após 16 horas, o meio foi 
trocado por meio contendo 0,1% de SFB. Após 24 horas, o meio foi aspirado e 200 
µl de uma solução 0,5 mg/ml de MTT (preparada em HBSS) foram adicionados a 
cada poço. As células foram incubadas em estufa de CO2 a 37º C durante 3 horas. 
O meio contendo MTT foi cuidadosamente retirado e 200 µl de DMSO (Sigma) foram 
adicionados em cada poço. O meio foi homogeneizado 10 vezes. O conteúdo de 
cada poço foi transferido para outra placa de 96 poços devidamente identificada. A 
leitura da absorbância foi realizada em um comprimento de onda de 570 nm e 
descontada dos valores de absorbância em 655 nm. Esses ensaios foram realizados 
em triplicatas para cada experimento, em 3 experimentos independentes. 
 
3.6 ENSAIO DE ADESÃO CELULAR 
Placas de 96 poços foram tratadas com 15 µg/mL de fibronectina, laminina, 
matrigel, e vitronectina diluídas em PBS. Após incubação de 16 horas a 4º C, os 
poços foram lavados para retirar as proteínas não ligadas e então bloqueados com 
1% BSA por 2 horas a 37º C. Células TM1MNG3 e TM1G3 foram soltas das placas, 
contadas em câmara de Neubauer e ressuspendidas em tampão HEPES (20 mM 
HEPES, 150 mM NaCl, 2 mg/mL D-glicose, pH 7,4) acrescido de cátions divalentes 
(Mg2+ e Ca2+ na concentração de 1 mM cada). Depois disso, as células foram 
plaqueadas (105 células/poço) sobre os poços previamente tratados e as placas 
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mantidas a 37º C durante duas horas para que ocorresse a adesão. Os poços foram 
lavados três vezes para remoção das células não aderidas. As células aderidas 
foram coradas com azul de metileno (0,4% de azul de metileno em 30% metanol). O 
corante foi extraído (0,5% ácido acético, 50% metanol) e a absorbância foi 
mensurada em 650 nm (LUQUE et.al., 1994). Esses ensaios foram realizados em 
quintuplicatas para cada experimento, em 3 experimentos independentes. 
 
3.7 SOLUÇÃO DOS COMPOSTOS [Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e 
[Cu(enim)H2O](ClO4)2 
 
Figura 4: Estrutura química dos compostos utilizados nesse trabalho. Foram sintetizados pelo 
grupo da professora Doutora Ana Maria Ferreira do Instituto de Química da USP. 
 
Esses compostos foram sintetizados e gentilmente cedidos pela Profa. Dra 
Ana Maria da Costa Ferreira do Instituto de Química da Universidade de São Paulo 
com as massas moleculares: [Cu(isaepy)2](ClO4)2 765 g/mol, [Zn(isaepy)Cl2] 387 
g/mol e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 418,5 g/mol. Eles foram pesados e dissolvidos em 
uma mistura de água e DMSO (1:10 v/v) em uma concentração de 5 mM (solução 
estoque). Essas soluções foram então filtradas em membrana (Millipore) de 0,22 m, 
divididas em alíquotas de 1 ml em tubos estéreis e estocadas a 20 C. Além dos 
compostos, foi preparada uma solução estoque do veículo (10% DMSO) para ser 
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utilizada como controle (FILOMENI et al., 2007). A estrutura desses compostos está 
representada na figura 4. 
 
3.8 TRATAMENTO DAS LINHAGENS TM1MNG3 E TM1G3 COM OS COMPOSTOS 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 
Células foram plaqueadas a uma densidade de 1 x 106 células/placa p100 
(TPP) com meio RPMI pH 6.9 (Cultilab) suplementado com 5% de SFB. Após 24 
horas, as células foram tratadas com os compostos de cobre e zinco em várias 
concentrações dependendo do ensaio realizado (25, 50, 75 e 100 µM). O tempo de 
tratamento também dependeu do ensaio realizado, variando de 8, 16, 24 e 48 horas. 
Como controles, utilizaram-se os volumes correspondentes do veículo (10% DMSO).  
 
3.9 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELOS COMPOSTOS 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 
 
3.9.1 Citotoxicidade analisada por Anexina V e Iodeto de Propídeo (PI) 
As duas linhagens celulares foram plaqueadas em placas de 6 poços em uma 
densidade de 2 x 105 células/poço em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de 
SFB e mantidas por aproximadamente 4 horas. Após esse período, necessário para 
que ocorresse adesão celular, o meio dos poços foi trocado para RPMI 1640 
suplementado com 0,1% de SFB. Durante este período com carência de soro, 
ocorre uma sincronização do ciclo celular. Após 24 horas, as células foram então 
tratadas com diferentes concentrações dos compostos (25, 50, 75, 100 µM) e 
mantidas em cultura por mais 24 horas. Após o tratamento, as células foram lavadas 
com PBS, soltas com PBS-EDTA, coletadas e contadas em câmara de Neubauer. A 
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densidade celular foi ajustada para 106 células/condição. As células foram coletadas 
a 2000 g por 3 minutos e analisadas com o kit Annexin V-FITC (BD Pharmingen) de 
acordo com as instruções do fabricante. Todas as amostras analisadas possuíam 
um mesmo volume final e foram submetidas a contagem de necrose (positivas para 
iodeto de propídeo) e apoptose (positivas para anexina V) em um citômetro de fluxo 
(BD Facscalibur) durante 1 minuto, sob fluxo constante. A contagem foi de 10.000 
eventos. Os dados foram analisados no software CellQuest (BD Facscalibur). Os 
tratamentos foram realizados em triplicatas para cada experimento, em 3 
experimentos independentes. 
 
3.9.2 Citotoxicidade por MTT 
Este ensaio foi realizado como já descrito (item 3.5.2), exceto pelo número de 
células semeadas. Aqui, foram plaqueadas 5 x 104 cel/poço. 
 
3.10 DENSIDADE CELULAR APÓS TRATAMENTO COM OS COMPOSTOS 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 
Este ensaio foi realizado como já descrito (item 3.5.2), exceto pelo tratamento 
das linhagens celulares com 50 µM de cada composto por 24 horas. 
 
3.11 ADESÃO CELULAR APÓS TRATAMENTO COM OS COMPOSTOS 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 
Células TM1MNG3 e TM1G3 foram tratadas com os compostos 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 na concentração de 50 
µM por 24 horas. Após este período, as células viáveis (avaliadas pelo método de 
exclusão de Tripan Blue) foram analisadas conforme descrito no item 3.6. O 
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composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2 também foi analisado em 48 horas na concentração 
de 50 e 100 µM. 
 
3.12 PROTEÍNAS CARBONILADAS 
Extratos celulares de TM1MNG3 e de TM1G3 foram preparados como 
descrito em 3.2.1. Cinquenta µg de proteína total diluídos em 200 µL foram 
incubados com 1 mL de uma solução 10 mM DNPH (2,4-dinitrofenilidrazina, Alfa 
Aesear- Lancaster) dissolvida em 2 M HCl. A reação foi incubada em estufa a 37 C 
por uma hora e meia. Após esse tempo as amostras foram colocadas em uma placa 
de 96 poços preta (específica para fluorescência – Greiner) e a leitura foi realizada 
em 360 nm. As absorbâncias foram descontadas do valor das absorbâncias do 
branco (realizado na ausência de proteínas). Este ensaio foi realizado em triplicatas 
para cada experimento, em 3 experimentos independentes. A análise estatística foi 
realizada usando one-way ANOVA com Tukey´s post hoc test (GraphPad Prism 
software, San Diego, CA). 
 
3.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A análise estatística dos experimentos realizados nesse trabalho foi realizada 







4.1 EXPRESSÃO DA GALECTINA-3 NAS LINHAGENS CELULARES 
Extratos das linhagens celulares TM1MNG3 e TM1G3 foram submetidos à 
SDS-PAGE para caracterização da expressão da proteína galectina-3. Após 
revelação pelo método de quimiluminescência foi observado que a linhagem 
TM1MNG3 não apresentou marcação positiva, enquanto que TM1G3 apresentou 
uma banda exatamente na altura de 30 kDa da proteína galectina-3 (Figura 5). Estes 
dados confirmam o silenciamento gênico da galectina-3 decorrente da progressão 
tumoral (OBA-SHINJO et al., 2006), evidenciado pela ausência da proteína na 
linhagem transfectada com o vetor vazio, e também a expressão induzida pela 
transfecção com o vetor com o gene LGALS-3. As membranas reagidas com anti-β-
actina demonstram que quantidades equivalentes dos dois extratos protéicos foram 
analisados (Figura 5). 
 
Figura 5: Caracterização das linhagens celulares. Extratos protéicos (40 g) das linhagens 
celulares TM1MNG3 (canaleta 1) e TM1G3 (canaleta 2) foram submetidos à SDS-PAGE 15% e 
transferidos para membrana de nitrocelulose. Foi utilizado anticorpo anti-galectina-3 na diluição de 
1:10. Empregou-se anticorpo secundário anti-Ig de rato – HRP na diluição 1:1000 e revelação por 
quimioluminescência. Reação com anticorpo anti-β-actina foi utilizada para demonstrar que foi 




4.2 IMUNOFLUORESCÊNCIA PARA OBSERVAÇÃO DA GALECTINA-3 NAS 
LINHAGENS CELULARES TM1MNG3 E TM1G3 
A expressão e o padrão de expressão da galectina-3 foram analisados por 
imunofluorescência indireta nas duas linhagens celulares (Figura 6). Os resultados 
confirmaram que apenas a linhagem TM1G3 expressa galectina-3, e mostraram um 
padrão de expressão difuso no citossol celular. Não foi possível observar 
predominância em organelas. 
 
Figura 6: Expressão e localização subcelular da proteína galectina-3 por imunofluorescência. 
Células TM1G3 (painéis A e B) e TM1MNG3 (painéis C e D) foram incubadas com anticorpo anti-
galectina-3 não diluído (B, D). Após sucessivas lavagens foi adicionado o anticorpo secundário anti-
IgG de rato FITC (1:800, Molecular Probes). Os núcleos das células foram marcados com DAPI. As 
imagens foram capturadas em microscopia de fluorescência (Zeiss Axophot) e posteriormente 
analisadas com o auxílio do software Adobe Photoshop. Aumento 60X. Barra = 50µm. 
 
4.3 FRACIONAMENTO CELULAR PARA LOCALIZAÇÃO DA GALECTINA-3 
Extratos celulares das linhagens TM1MNG3 e TM1G3 foram submetidos a 
fracionamento celular através de centrifugações em velocidades diferentes para 
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separação de frações celulares. No caso da linhagem TM1G3 todas as frações 
isoladas apresentaram imunomarcação para galectina-3, sugerindo que a proteína 
está presente em todos os compartimentos celulares (Figura 7). A linhagem 
TM1MNG3, como esperado, não apresentou marcação em nenhuma das frações 
(Figura 7). A coloração das proteínas na membrana com Ponceau evidencia 
quantidades equivalentes de proteínas em cada fração aplicadas no gel. Esse 
resultado corrobora os dados obtidos por imunofluorescência, em que a galectina-3 
está presente em todos os compartimentos celulares. Embora não tenha sido 
realizado um monitoramento para avaliar possíveis contaminações entre as frações, 
a centrifugação diferencial propicia o enriquecimento de proteínas de determinadas 
organelas, o que permite avaliar a presença da galectina-3 nas frações enriquecidas. 
 
Figura 7: Localizações subcelulares da proteína galectina-3. Extratos de células TM1G3 e 
TM1MNG3 foram submetidos a fracionamento celular para a separação de diferentes frações. As 
frações foram submetidas à SDS-PAGE 15%, transferidas para membrana de nitrocelulose e 
analisadas por imunoblotting com anticorpo anti-galectina-3 na diluição de 1:10. Empregou-se 
anticorpo secundário anti-Ig de rato – HRP na diluição 1:1000 e revelação por quimioluminescência. 
Os painéis de baixo mostram a região de 30kDa na membrana de nitrocelulose corada com vermelho 
de Ponceau pra demonstrar quantidade equivalente de proteína total em todas as frações. 
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4.4 ENSAIOS DE DENSIDADE CELULAR 
A análise da proliferação celular em células TM1MNG3 e TM1G3 foi realizada 
por dois diferentes métodos: metabolização do MTT e coloração por cristal violeta. O 
MTT é um composto amarelo solúvel que é metabolizado na mitocôndria, obtendo-
se como produto final um composto púrpura insolúvel, que precipita dentro da 
mitocôndria. Assim, após a leitura da absorbância dos poços, foi feita uma 
correlação direta entre absorbância e densidade celular. Com esse experimento, 
nossos resultados demonstram que as células com galectina-3 proliferam menos 
que as células sem galectina-3 (Figura 8a). Estes dados foram confirmados pelo 
ensaio com coloração cristal violeta. O princípio de análise do método é o mesmo 
que do MTT: quanto mais células, maior coloração e conseqüentemente, maior a 
absorbância. Por este método, também observamos que as células com galectina-3 
também apresentavam um menor crescimento celular em relação às células sem 
galectina-3 após 24 horas em cultura (Figura 8b). 
 
Figura 8: Densidade celular das linhagens TM1MNG3 e TM1G3. (a) As linhagens celulares foram 
submetidas a ensaio de MTT. Esse é um método no qual redutases mitocondriais reduzem o anel 
tetrazólio de MTT a cristais roxos de formazan na mitocôndria da célula viva. A solubilização dos 
cristais gera uma solução colorida que pode ser quantificada por absorbância. O aumento da 
intensidade da cor é diretamente proporcional ao número de células vivas. A leitura da absorbância 
foi realizada em um comprimento de onda de 570 nm, descontada dos valores de absorbância em 
655 nm. *, indica p< 0,01. (b) As linhagens celulares foram submetidas a ensaio de proliferação por 
cristal violeta. Após 24 horas, as células foram coradas com cristal violeta e a leitura da absorbância 
foi realizada em um comprimento de onda de 550 nm. *, indica p< 0,01. 
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4.5 ENSAIO DE ADESÃO CELULAR 
A proteína galectina-3 está envolvida em diversos processos celulares, entre 
eles adesão celular e apoptose (LIU et al., 2002). Por isso, a capacidade de aderir 
em proteínas de matriz extracelular foi avaliada nessas linhagens celulares. Células 
TM1MNG3 e TM1G3 foram cultivadas em placas de 96 poços pré-tratadas com 
15µg/ml de diversas proteínas de matriz. Quando comparadas com a adesão sobre 
BSA, observa-se uma maior adesão na linhagem sem galectina (figura 9), 
demonstrando que possivelmente a proteína galectina-3 interfira na adesão celular 
sobre as moléculas de matriz avaliadas. 
 
 
Figura 9: Adesão das células TM1MNG3 e TM1G3 sobre proteínas de matriz extracelular. As 
células foram plaqueadas em poços pré-tratados com proteínas de matriz (laminina, vitronectina, 
marigel e fibronectina) e BSA. Em seguida foi realizada a fixação e a coloração para quantificação 
colorimétrica. Esse ensaio foi realizado com diferentes clones e todos reproduziram esse padrão. * 




4.6 CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELOS COMPOSTOS [Cu(isaepy)2](ClO4)2, 
[Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 
Foi feita a análise da citotoxicidade induzida pelos compostos 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 por citometria de fluxo e 
MTT. 
Os ensaios de citotoxicidade permitem a determinação da citotoxicidade 
basal, assim como o estabelecimento de uma faixa de concentração biologicamente 
ativa para um determinado composto. Dessa maneira os ensaios foram realizados 
para que pudéssemos saber quais as concentrações dos compostos eram mais 
efetivas. As células foram tratadas com diferentes concentrações dos compostos por 
24 horas. O resultado demonstra que apenas o composto [Cu(isaepy)2](ClO4)2 
causou morte celular na faixa de concentração empregada, sendo que com 50 µM a 
porcentagem de morte foi de aproximadamente 50% tanto pela citometria de fluxo 
(figura 10a) como pelo método de MTT (Figura 10b). Os outros compostos não 
alteraram a viabilidade celular das linhagens de melanoma quando comparado ao 
controle (veículo), em nenhuma concentração testada. Dessa maneira resolvemos 
analisar o papel da galectina-3 na citotoxicidade induzida pelo composto 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, já que esse apresentou alteração da viabilidade celular. Para 
avaliar esse papel fizemos análise estatística usando teste t nas linhagens celulares 
sem considerar a concentração utilizada desse composto. E obtivemos como 
resultado que a galectina-3 interfere na citotoxicidade (figura 10c) diminuindo a 











Figura 10: Avaliação da citotoxicidade (células viáveis), induzida pelos compostos 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 em células de melanoma TM1G3 e 
TM1MNG3 após 24 horas de tratamento. (a) As células foram tratadas por 24 horas com compostos 
de cobre e zinco em três concentrações diferentes 25 µM, 50 µM e 75 µM. Após o tratamento as 
células foram submetidas ao Kit Anexina V-FITC (BD Biosciences), e analisadas por citometria de 
fluxo. O gráfico demonstra a viabilidade das células de acordo com a concentração utilizada dos 
compostos, as barras e os * e # indicam p<0,01. (b) método MTT, o gráfico demonstra a viabilidade 
das células de acordo com a concentração utilizada dos compostos. Os * indicam p<0,01 em relação 
as células com e sem a galectina-3. (c) gráfico de avaliação do papel da galectina-3 através de 
análise estatística (teste t comparação entre colunas) sem levar em conta a concentração utilizada do 
composto [Cu(isaepy)2](ClO4)2, os * indicam p<0,01. 
 
4.7 DENSIDADE CELULAR APÓS TRATAMENTO COM OS COMPOSTOS 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 
A proliferação das células tratadas com os compostos na concentração de 
50 M por 24 horas foi avaliada. A galectina-3, como demonstrado na figura 6, inibe a 
proliferação nas células não tratadas, tratadas com o veículo ou com o composto de 
Zn (Figura 11). Nas células expostas a ambos os compostos de Cu, a presença da 
galectina-3 também inibiu o crescimento celular. Esta inibição pode estar refletindo 
morte celular, ou perda da viabilidade celular, após exposição ao 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, já que este composto induz morte, e principalmente nas células 
que expressam galectina-3. No caso do [Cu(enim)H2O](ClO4)2, o resultado mostra 
que este composto não teve efeito sobre a proliferação celular, seja nas células 
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TM1MNG3 ou TM1G3, de acordo com os dados de citotoxicidade nestas condições 
experimentais (figura 10). 
 
Figura 11: Densidade celular das linhagens TM1MNG3 e TM1G3 após tratamento de 24 horas 
com 50 µM dos compostos [Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2. O 
método utilizado foi MTT. * indicam p<0,01. 
 
4.8 ADESÃO CELULAR APÓS TRATAMENTO COM OS COMPOSTOS 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2 
Após o estudo do comportamento adesivo das linhagens TM1MNG3 e TM1G3 
sem tratamento (figura 9), este foi avaliado após o tratamento com os compostos de 
cobre e zinco. As linhagens foram tratadas por 24 horas com 50 µM dos compostos 
de zinco e cobre. Primeiramente foi feito o ensaio com o composto de zinco (figura 
12) que foi escolhido como um controle o centro metálico, pois o zinco é um metal 
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redox inativo. Pode-se observar que não existe diferença no tratamento com relação 
à galectina-3. A presença ou a ausência da proteína não interfere na ação desse 
composto. Interessantemente, as células tratadas apenas com o veículo 
apresentaram um padrão de adesão oposto ao apresentado pelas células sem 
nenhum tratamento (Figura 9). Aqui, verificou-se que a presença da galectina-3 
contribuiu positivamente para a adesão celular sobre laminina, vitronectina e 
matrigel (Figura 12). 
 
Figura 12: Análise de adesão celular das linhagens TM1MNG3 e TM1G3 tratadas com 50 µM do 
composto de zinco ([Zn(isaepy)Cl2] ) por 24 horas, frente a proteínas de matriz. As células das 
linhagens de melanoma foram previamente tratadas com composto de Zinco por 24 horas e 
plaqueadas em poços pré-tratados com proteínas de matriz (Laminina, Vitronectina, Marigel e 





O composto de cobre [Cu(isaepy)2](ClO4)2 alterou a adesão celular das 
linhagens de melanoma, particularmente da linhagem TM1G3 (figura 13). Este 
composto inibiu a adesão destas células sobre todas as proteínas de matriz usadas. 
A inibição foi mais acentuada sobre matrigel. No caso da TM1MNG3, 
[Cu(isaepy)2](ClO4)2 inibiu apenas a adesão sobre matrigel. Estes dados mostram 
que o composto de Cu induz um comportamento anti-adesivo sobre as linhagens de 
melanoma, principalmente sobre as células que expressam galectina-3, indicando 
que a galectina-3 interfere, direta ou indiretamente na adesão após tal tratamento. 
De um modo geral, a inibição da adesão celular parece refletir a citotoxicidade 
induzida pelo composto. As células que expressam galectina-3 são mais 
susceptíveis a morte pelo composto de cobre (Figura 10), concordando com a maior 
inibição de adesão dessas células sobre as proteínas de matriz extracelular. 
Portanto a presença da galectina-3 pode estar potencializando os efeitos celulares 
induzidos pelo Cu(isaepy) ou estar contribuindo diretamente para a perda de adesão 





Figura 13: Análise de adesão celular das linhagens TM1MNG3 e TM1G3 tratadas com 50 µM do 
composto de cobre ([Cu(isaepy)2](ClO4)2 ) por 24 horas, frente a proteínas de matriz. As células 
das linhagens de melanoma foram previamente tratadas com composto de cobre [Cu(isaepy)2](ClO4)2 
e plaqueadas em poços pré-tratados com proteínas de matriz (Laminina, Vitronectina, Marigel e 
Fibronectina). Em seguida foi realizada a fixação e a coloração para observação colorimétrica. * e # 
indicam p<0,01. 
 
O composto de cobre [Cu(enim)H2O](ClO4)2, entretanto, não induziu 
alterações no processo de adesão das 2 linhagens (figura 14). As alterações 
observadas com esse composto são exatamente iguais as alterações observadas 
com o composto de zinco (figura 12). Portanto, nestas condições experimentais, 
[Cu(enim)H2O](ClO4)2 não está alterando a adesão, pois o resultado é exatamente 
igual ao composto que é redox inativo. Além disso, o resultado não demonstra 





Figura 14: Análise de adesão celular das linhagens TM1MNG3 e TM1G3 tratadas com 50 µM do 
compostos [Cu(enim)H2O](ClO4)2 por 24 horas, frente a proteínas de matriz. As células das 
linhagens de melanoma foram previamente tratadas com composto de cobre [Cu(enim)H2O](ClO4)2 
por 24 horas e plaqueadas em poços pré-tratados com proteínas de matriz (Laminina, Vitronectina, 
Marigel e Fibronectina). Em seguida foi realizada a fixação e a coloração para observação 
colorimétrica. * indica p<0,01. 
 
O composto de cobre [Cu(enim)H2O](ClO4)2 foi recentemente descrito por ter 
induzido quebras no DNA após 48 horas e com uma concentração de 100 M ( da 
SILVEIRA et al., 2007). Portanto, resolvemos reavaliar a adesão celular, utilizando 
as concentrações de 50 e 100 µM [Cu(enim)H2O](ClO4)2 por 48 horas. Neste ensaio, 
a adesão sobre fibronectina apresentou-se muito próxima à adesão sobre BSA, 
sugerindo que a fibronectina estivesse degradada. Assim, os dados referentes a 
adesão sobre fibronectina foram excluídos. Os demais resultados obtidos 
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demonstram que 50 µM [Cu(enim)H2O](ClO4)2 estimula uma maior adesão das 
células TM1MNG3, mas inibe a adesão das células TM1G3 após 48 horas de 
tratamento (figura 15). Este padrão de adesão se assemelha com o padrão 
observado para ambas as linhagens expostas a 50 µM por 24 horas. 
 
Figura 15: Análise de adesão celular das linhagens TM1MNG3 e TM1G3 tratadas com 50 µM do 
composto de cobre ([Cu(enim)H2O](ClO4)2 ) por 48 horas, frente a proteínas de matriz. As 
células das linhagens de melanoma foram previamente tratadas com composto de cobre 
[Cu(enim)H2O](ClO4)2 por 48 horas e plaqueadas em poços pré-tratados com proteínas de matriz 
(Laminina, Vitronectina e Marigel). Em seguida foi realizado a fixação e a coloração para observação 
colorimétrica. As barras indicam p<0,01. 
 
Contudo, 100 µM do composto induz um aumento de adesão em ambas as 
linhagens sobre todas as proteínas de matriz estudadas (figura 16). Os resultados 
ainda apontam que as células TM1G3 aderem mais que as TM1MNG3, indicando 
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neste caso, um papel pró-adesivo da galectina-3, particularmente após o tratamento 
com [Cu(enim)H2O](ClO4)2. 
 
Figura 16: Análise de adesão celular das linhagens TM1MNG3 e TM1G3 tratadas com 100 µM 
do composto de cobre ([Cu(enim)H2O](ClO4)2 ) por 48 horas, frente a proteínas de matriz. As 
células das linhagens de melanoma foram previamente tratadas com composto de cobre 
[Cu(enim)H2O](ClO4)2 por 48 horas e plaqueadas em poços pré-tratados com proteínas de matriz 
(Laminina, Vitronectina e Marigel). Em seguida foi realizada a fixação e a coloração para observação 
colorimétrica. As barras indicam p<0,01. 
 
Para avaliar se o aumento na adesão estimulado pelo composto metálico 
estaria relacionado a um aumento de sobrevivência celular, de modo análogo à 
relação entre inibição de adesão e perda de viabilidade celular observada para 
Cu(isaepy)2 (figura 10), analisamos a citotoxicidade do [Cu(enim)H2O](ClO4)2 após 
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48 horas de tratamento (figura 17). Os resultados obtidos mostram que o composto 
é citotóxico após 48 horas de exposição e de forma dependente da concentração 
para ambas as linhagens. E também, sugerem que as células com a proteína 
galectina-3 são mais resistentes a morte induzida pelo composto analisado do que 
as TM1MNG3, de acordo com os dados de adesão celular dessas linhagens. 
Portanto, [Cu(enim)H2O](ClO4)2 estimula o processo adesivo, principalmente nas 
células que expressam galectina-3. Estes dados demonstram que o comportamento 
das células que expressam galectina-3 varia de acordo com o ligante do cobre. Após 
exposição ao Cu(enim), a galectina-3 exerce um papel protetor sobre as células. 
 
Figura 17: Avaliação por MTT da citotoxicidade induzida pelo composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2 
em células de melanoma TM1G3 e TM1MNG3 após 48 horas de tratamento. O gráfico demonstra 
a viabilidade das células tratadas por 48 horas com diferentes concentrações do composto. * e #, 
indicam p< 0,01 em relação a presença ou ausência da galectina-3. 
 
Os dados globais de adesão celular mostram que a presença da galectina-3 
modula o comportamento das duas linhagens celulares, tanto na ausência como na 
presença dos compostos metálicos, e de forma tanto positiva como negativa. Para 
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avaliar se o tratamento com os compostos poderia estar alterando a expressão da 
galectina-3, um Western blotting foi realizado com extratos totais de células tratadas 
com os compostos (figura 18). O resultado mostra que não existe diferença na 
expressão da galectina-3 conforme os tratamentos com os compostos de cobre e 
zinco. Portanto, os tratamentos realizados não alteraram a expressão da galectina 
nas células TM1MNG3 e TM1G3. 
 
Figura 18: expressão da galectina-3 nas linhagens celulares TM1MNG3 e TM1G3 após 
tratamento com os compostos [Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2. 
Extratos das linhagens celulares TM1MNG3 e TM1G3 tratadas com 50 µM dos compostos por 24 
horas, foram submetidos à SDS-PAGE 15% e transferidos para membrana de nitrocelulose. Foi 
utilizado anticorpo anti-galectina-3 na diluição de 1:10. Empregou-se anticorpo secundário anti Ig de 
rato – HRP na diluição 1:1000 e revelação por quimioluminescência. O painel de baixo mostra a 
região de 30 kDa na membrana de nitrocelulose corada com vermelho de Ponceau. 
 
4.9 PROTEÍNAS CARBONILADAS 
Observando as alterações causadas pelos compostos em relação à 
citotoxicidade e adesão celular, resolvemos investigar se também estavam 
causando estresse oxidativo nas linhagens celulares após os tratamentos. 
Uma grande variedade de métodos para medida de estado de estresse 
oxidativo tem sido proposta na literatura. A determinação da produção de espécies 
reativas de oxigênio e/ou radicais livres é bastante problemática, devido às baixas 
meia-vidas destas espécies e a suas baixas concentrações, dificultando medidas 
diretas. Em função disto, a maior parte das metodologias depende da quantificação 
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dos produtos das reações de oxidação como, por exemplo, as proteínas 
carboniladas. Aqui, usamos os danos oxidativos a proteínas como um índice de 
estresse oxidativo. O conteúdo de grupos carbonila foi determinado 
fotometricamente em 360 nm, após reação com DNPH. O resultado demonstra que 
células tratadas com os dois compostos de cobre apresentam mais oxidação 
protéica do que as células tratadas com o composto de zinco ou o controle (figura 
19). Além disso, o resultado mostra que apenas as células com galectina-3 sofrem 
estresse carbonílico. 
 
Figura 19: Níveis relativos de proteínas carboniladas em células tratadas por 24 horas com 50 
µM dos compostos [Cu(isaepy)2](ClO4)2, [Zn(isaepy)Cl2] e [Cu(enim)H2O](ClO4)2. As células foram 
tratadas previamente com os compostos de cobre e zinco e depois reagidas com dinitrofenilhidrazina 
para observação do grupamento carbonil. O conteúdo de carbonilas foi determinado 
espectrofotometricamente em 360 nm. # e * indicam p<0,01. 
 
Além disso, resolvemos testar as linhagens celulares com 100 µM do 
composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2 por 48 horas de tratamento, já que nos ensaios de 
adesão houve uma mudança de perfil quanto aumentamos o tempo de tratamento e 
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a concentração desse composto (figura 16). No caso das proteínas carboniladas as 
células tratadas com o Cu(enim) não apresentou alteração em relação ao controle 
(figura 20). Isso sugere que esse tempo é longo demais para observarmos estresse 
oxidativo. Possivelmente esse tempo longo faz com que ocorra degradação dos 
produtos de oxidação e dessa maneira não é possível detectar pelo ensaio de 
proteínas carboniladas. 
 
Figura 20: Níveis relativos de proteínas carboniladas em células tratadas por 48 horas com 100 
µM do composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2. As células foram tratadas previamente com o composto de 
cobre e depois reagidas com dinitrofenilhidrazina para observação do grupamento carbonil. O 





Galectina-3 é uma proteína que cada vez mais está relacionada com eventos 
da progressão tumoral. Entre os eventos está o envolvimento na proliferação, 
angiogênese, migração celular e metástase (DANGUY et al., 2002). É difícil 
estabelecer uma correlação entre padrão de expressão e função de galectina-3 e o 
processo de transformação e/ou progressão tumoral. De um modo geral, a presença 
aumentada de galectina-3 tem sido associada a tumores sólidos (XU et al., 1995; 
ENDO et al., 2005). 
No caso de melanomas, tem sido evidenciada uma associação entre 
expressão aumentada desta proteína com a evolução da doença (PRIETO et al., 
2006). Em nossas células modelo, entretanto, a expressão da galectina-3 foi perdida 
ao longo da transformação tumoral (OBA-SHINJO et al., 2006). Para a investigação 
do papel exclusivo desta proteína nestas células de melanoma, o grupo do Prof. 
Roger Chammas produziu clones que expressam constitutivamente a galectina-3 e 
clones controles (transfectados com vetor vazio), os quais foram nosso modelo 
celular de melanoma. Este é um tipo de câncer bastante refratário a tratamento 
(MOUAWAD et al., 2009) e apresenta um prognóstico ainda muito ruim, em que 
apenas 5% dos pacientes apresentam sobrevida maior que 5 anos (JEMAL et al., 
2008). Assim, torna-se evidente a necessidade de desenvolvimento de novas 
abordagens terapêuticas ou drogas. Entre os quimioterápicos, os complexos 
metálicos têm recebido especial atenção como agentes antitumorais (da SILVEIRA 
et al., 2008). De fato, drogas clássicas usadas em tratamentos contra câncer são 
metalodrogas, como a cisplatina, carboplatina (LOTZE et al., 2001). Mais 
recentemente, vários trabalhos têm demonstrado que compostos de cobre 
complexados com diferentes ligantes têm produzido efeitos antitumorais promissores 
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em células em cultura (FILOMENI et al, 2007). Nesse contexto, exploramos o papel 
da galectina-3 em células de melanoma tratadas com os compostos Cu(isaepy)2, 
Zn(isaepy) e Cu(enim). 
Inicialmente, caracterizamos as linhagens celulares empregadas neste 
estudo, TM1MNG3 e TM1G3. Nossos resultados mostraram que a presença da 
galectina-3 afeta os processos celulares analisados. A taxa de proliferação celular, 
determinada pela densidade de células viáveis após 24 horas do plaqueamento, foi 
significativamente menor nas células com galectina-3 (Figura 8). O envolvimento da 
galectina-3 em proliferação já foi extensivamente estudado em diversos modelos 
celulares. Em 1998, Inohara e colaboradores mostraram pela primeira vez que 
galectina-3 estimula a proliferação de fibroblastos humanos através do domínio de 
reconhecimento de carboidratos (CRD) (INOHARA et.al., 1998). Em linfócitos T 
estimulados com fatores de crescimento específicos ocorre um aumento na 
expressão de galectina-3, e a inibição da expressão dessa lectina por 
oligonucleotídeos antisense torna essas células menos responsivas aos estímulos 
mitogênicos (JOO et al., 2001), indicando que galectina-3 atue como um modulador 
positivo do processo de proliferação celular. Essa ação proliferativa de galectina-3 
também foi observada em células epiteliais humanas de mama (LIN et al., 2002) e 
em células hepáticas esteladas de ratos (MAEDA et al., 2003). Em células 
transformadas, galectina-3 pode atuar como indutora ou inibidora do processo de 
proliferação. Células de tumor de mama humano MDA-MB435 transfectadas com 
cDNA antisense para o RNAm de galectina-3 proliferam menos, corroborando o 
efeito positivo da galectina-3 endógena no crescimento dessas células (VAN DEN 
BRULE et al., 1997). Em células tumorais pituitárias, o silenciamento do gene da 
galectina-3 foi responsável pela inibição na taxa proliferativa dessas células (RISS et 
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al., 2003). O efeito proliferativo da galectina-3 também foi descrito em outras células 
tumorais como em linhagens de próstata (ELLERHORST et al., 2002), de mama 
(WARFIELD et al., 1997; MATARESSE et al., 2000; HONJO et al., 2001; LAHM et 
al., 2001) e tiróide (YOSHII et al., 2001; PARON et al., 2003; TAKENAKA et al., 
2003). Nossos dados, em contraste com os acima apresentados, demonstram que a 
expressão da galectina-3 inibe a proliferação celular em células de melanoma 
murino. Este efeito pode ser tanto devido a um aumento no tempo de duplicação 
celular (possivelmente porque células transfectadas com o vetor que codifica o gene 
GAL3 cresce mais lentamente devido à síntese protéica aumentada) ou devido a um 
aumento na taxa de morte celular. Os nossos experimentos não permitiram distinguir 
estas hipóteses. 
A adesão celular às proteínas de matriz extracelular também foi afetada pela 
galectina-3. Neste caso, galectina-3 parece estar inibindo a adesão sobre matrigel, 
laminina e vitronectina, na ordem de 15-30% em relação às células TM1MNG3. O 
papel da galectina-3 no processo adesivo é bem diversificado e depende da 
localização da galectina-3 e da célula usada. Galectina-3 exógena inibe a adesão de 
células tumorais a proteínas de matriz extracelular (HUGHES, 2001). 
Há trabalhos que relatam a participação de galectina-3 nas interações célula-
célula e célula-matriz extracelular. Por exemplo, essa proteína promove a adesão de 
neutrófilos a laminina (KUWABARA & LIU, 1996). Em nosso modelo de estudo, a 
galectina-3 é expressa em todos os compartimentos celulares (Figura 7). Entretanto, 
a presença da galectina-3 no meio extracelular não foi confirmada, pois não 
conseguimos detectar nos meios condicionados de nossas culturas a presença da 
proteína por imunoblotting. 
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A galectina-3 tem sido considerada pró-apoptótica principalmente quando 
presente no meio extracelular (FUKUMORI et al., 2003). Por exemplo, galectina-3 
extracelular induz apoptose em timócitos e linfócitos (FUKUMORI et al., 2003; 
SILVA-MONTEIRO et al., 2007). Essa ação pró-apoptótica de galectina-3 pode 
promover a progressão tumoral através da indução da morte de linfócitos T 
citotóxicos existentes no microambiente (NAKAHARA et al., 2005). De fato, 
pacientes com tumores de mama, gastrointestinal, pulmão, linfoma não Hodgkin, 
ovário e melanoma apresentam níveis séricos de galectina-3 elevados (IURISCI et 
al., 2000), sugerindo uma ação sistêmica de galectina-3 na progressão de tumores. 
Zubieta e colaboradores (2006) demonstraram a existência de uma correlação 
positiva entre os níveis de expressão de galectina-3 (em células tumorais) e o 
número de linfócitos T intratumorais em apoptose em biópsias de melanoma 
(ZUBIETA et.al., 2006). 
Sabe-se que galectina-3 é secretada para o meio extracelular, tanto por 
células não transformadas, como por células neoplásicas (HUGHES, 1999; ZHU et 
al., 2001). A galectina-3 extracelular é capaz de ligar-se tanto a integrinas da 
superfície celular, como as proteínas de MEC. Ao ligar-se a estas integrinas ou às 
proteínas de MEC, a galectina-3 inibe a interação integrina-proteínas da MEC. A 
restauração da adesão celular pela incubação de células com lactose e galectina-3 
corrobora tal hipótese (ZHUO et al., 2008). Contudo, como já mencionado, não 
conseguimos determinar se de fato a galectina-3 estava sendo secretada para o 
meio extracelular em nosso trabalho. 
Alguns trabalhos demonstram o efeito anti-apoptótico de galectina. Galectina-
3 é capaz de proteger diferentes células da apoptose induzida por ciclohexamida, 
FasL (ligante de Fas), cisplatina (dentre outros quimioterápicos), TNFα (fator de 
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necrose tumoral-α) e radiação ultravioleta (LIU et al., 2002; OKA et al., 2005; 
FUKUMORI et al, 2006). Células Jurkat (linhagem celular de linfócitos T), por 
exemplo, transfectadas com o gene da galectina-3 são mais resistentes ao 
tratamento com estaurosporina (indutor inespecífico de apoptose) e com o anticorpo 
anti-Fas comparados ao controle não transfectado (YANG et al., 1996). 
Ainda, na linhagem de células epiteliais de mama, a superexpressão de 
galectina-3 aumenta a resistência das células epiteliais a apoptose induzida por 
cisplatina, óxido nítrico, radiação e anoikis (AKAHANI et al., 1997; KIM et al., 1999; 
MOON et al., 2001). Apesar da galectina-3 não ser membro da superfamília de Bcl-
2, essa lectina exibe semelhanças estruturais com a proteína anti-apoptótica Bcl-2. 
Ambas as proteínas são ricas em glicina, alanina e prolina na extremidade amino-
terminal e contém o domínio NWGR (aspartato-triptofano-glicina-arginina) na região 
C terminal. Essa sequência é altamente conservada na estrutura de galectina-3 de 
diferentes espécies animais e é essencial para ligação a carboidratos dessa lectina 
(NAKAHARA et al., 2005). Akahani e colaboradores (1997) demonstraram que a 
substituição de glicina por alanina no domínio NWGR de galectina-3 abole a 
resistência a apoptose induzida por cisplatina, indicando que esse domínio também 
é essencial para atividade anti-apoptótica de galectina-3 (AKAHANI et.al., 1997). A 
resistência de células tumorais a morte é uma das alterações adquiridas ao longo do 
processo de tumorigênese responsáveis pela quimioresistência de tumores. Esses 
achados sugerem, então, que o acúmulo de galectina-3 no citoplasma de células 
malignas possa ser interpretado como mau prognóstico (HONJO et al., 2000). 
Embora o mecanismo de ação anti-apoptótico de galectina-3 ainda não tenha sido 
totalmente elucidado, pode-se especular que células de melanoma com galectina-3 
não expressem as moléculas com as quais essa lectina se associa para 
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desempenhar sua ação anti-apoptótica e o efeito protetor de galectina-3 seria, então, 
célula-específico. Ainda, é possível que essa função de galectina-3 seja restrita a 
certos estímulos de morte que evocam vias de sinalização específicas e que não 
foram abordadas nesse trabalho. 
Após esta investigação inicial das células usadas, foram feitos tratamentos 
com os compostos Cu(isaepy)2, Cu(enim) e o composto redox inativo Zn(isaepy), 
além do tratamento com volumes equivalentes da solução veículo (10% DMSO). 
Os resultados obtidos demonstram que o tratamento com Cu(isaepy)2 por 24 
horas leva a morte, por apoptose, de forma dependente da concentração na faixa 
usada (25-75uM) em ambas as linhagens, sendo que a presença da galectina-3 
promoveu maior susceptibilidade a morte nas células TM1G3 (Figura 10c). A 
citotoxicidade não foi evidente antes de 24 horas, como 8 ou 16h de exposição. 
Após 48 horas, todas as células tratadas apresentaram-se mortas (dados não 
mostrados). A desadesão, particularmente sobre matrigel, foi observada apenas nas 
células que expressam galectina-3, indicando uma associação entre sua presença, 
inibição da adesão e morte induzida pelo Cu(isaepy)2. Além disso, a diminuição na 
proliferação celular após tratamento das células com Cu(isaepy)2 também é 
indicativo da perda de viabilidade celular, principalmente nas TM1G3. Embora não 
tenhamos comprovado experimentalmente, a morte induzida por este composto 
parece ser a anoikis, morte ocasionada pela desadesão a proteínas de MEC, e 
mediada por integrinas (CHIARUGI & GIANNONI, 2008). 
No caso do Cu(enim), esta associação ocorreu de forma análoga. A morte 
induzida por este composto ocorreu apenas após 48 horas, também de forma 
dependente da concentração do composto, mas preferencialmente nas células que 
não expressavam galectina-3. Após este tempo de exposição, a adesão celular a 
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matrigel foi maior nas TM1G3, indicando que a presença de galectina-3 se associa a 
maior adesão sobre matrigel e maior resistência a toxicidade induzida pelo 
Cu(enim). Este composto apresentou-se menos tóxico do que o Cu(isaepy)2 nos 
ensaios de citotoxicidade, como já descrito (da SILVEIRA et al., 2008). No caso de 
ambos os compostos, a desadesão, ou a menor capacidade de aderir sobre as 
proteínas de MEC parece estar relacionada à perda de viabilidade celular 
promovidas pelos compostos. Embora as células plaqueadas para o ensaio de 
adesão fossem células que não tenham sido coradas por azul de Tripan, certamente 
algum mecanismo de sinalização de perda de viabilidade celular já havia sido 
disparado naquele momento. Este cenário complexo indica que os compostos de 
cobre estudados têm ações bem distintas, corroborando a idéia de que os ligantes 
modulam suas reatividades de forma bastante evidente (da SILVEIRA et al., 2008). 
Em nosso modelo, tais efeitos tornam-se mais distintos na presença da galectina-3, 
indicando que esta proteína pode tanto atuar como molécula que estimula (no caso 
do estímulo pelo Cu(isaepy)2) ou que inibe (no caso do estímulo pelo Cu(enim) a 
desadesão e morte celular. 
Para analisarmos se os mecanismos disparados pelos compostos de cobre 
nas células eram mecanismos envolvendo estresse oxidativo, um marcador de 
danos oxidativos em proteínas foi determinado. Os dados de estresse carbonílico 
mostraram que ambos os compostos de cobre, mas não o de Zn, induziram um 
aumento de carbonilas após 24 horas de exposição apenas às células que 
expressam galectina-3. No caso do estímulo pelo Cu(isaepy)2, este resultado é 
consistente com a hipótese da presença de galectina-3 estar associada a um 
fenótipo susceptível a danos oxidativos, inibição de adesão e apoptose, após 24 
horas. Cu(isaepy)2 tem sido descrito como um composto capaz de promover a 
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geração de ROS em diversas células, como neuroblastoma (FILOMENI, et al., 
2007). A produção destas espécies leva a danos oxidativos em proteínas, lipídeos e 
altera o estado redox intracelular, mensurado pela razão GSH/GSSG (FILOMENI, et 
al., 2007) induzindo apoptose de neuroblastoma. 
Em nosso trabalho, os danos protéicos correlacionaram-se aos processos de 
desadesão e morte celular. Dados recentes mostraram que a mitocôndria é um alvo 
importante de Cu(isaepy)2, e dispara a via intrínseca da apoptose (FILOMENI et al., 
2007, 2009). Como a galectina-3 parece estar envolvida na homeostasia 
mitocondrial, possivelmente a resposta diferenciada das células TM1G3 em relação 
às células TM1MNG3 deva estar relacionada a interferência da galectina-3 na 
mitocôndria. Desta forma, os resultados apontam para um papel pró-apoptótico da 
galectina-3 no insulto oxidativo promovido pela exposição ao isaepy. 
Interessantemente, o composto análogo, contendo o metal Zn, não alterou o 
comportamento próprio de cada linhagem, o que demonstra que os efeitos 
observados para o isaepy foram resultado de alterações redox celulares. Já a 
exposição de células com galectina-3 ao Cu(enim) leva a aumento de estresse 
carbonílico após 24 horas de exposição, quando comparado tanto as células sem 
galectina-3 como as células TM1G3 não tratadas com o composto. Após 48 horas, 
entretanto, quando a citotoxicidade deste composto torna-se evidente, os níveis de 
carbonilação voltam ao normal, sugerindo que a presença de galectina-3, neste 
caso, propicia uma degradação rápida de proteínas oxidadas, levando 
possivelmente a uma maior resistência a morte e maior adesão celular. 
Os nossos dados mostram que de fato, o grupo oxindol do Cu(enim) interfere 
na reatividade do cobre, produzindo efeitos redox distintos do grupo isatina do 
Cu(Isaepy)2. A partir destes estudos, é claro que alguns complexos de cobre podem 
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interferir no ciclo celular em diferentes níveis, causando a apoptose (o que é muito 
interessante quando se trata de células tumorais), mas o mecanismo de ação ainda 
permanece sem elucidação. A morte celular é quase sempre associada a um 
ambiente oxidante, ao contrário do crescimento, que é associado a um ambiente 
redutor (HEWLETT et al., 1977). Numerosas espécies pró-oxidantes, de fato, 
induzem a morte celular programada aumentando a concentração de espécies 
reativas de oxigênio (ROS) e outras espécies oxidantes, que iniciam uma cascata de 
sinalizadores de morte bastante complicada, envolvendo proteínas como caspases 
(proteases de cisteína), p38 e proteínas kinases (JNK), p53 e p21, entre outras 
proteínas capazes de regular o ciclo celular, fatores nucleares de resposta imunitária 
e fatores de junção e ativação de membrana. De fato, aproximadamente 50% dos 
tumores resultam de anomalias no gene necessário para expressar a proteína de 
supressão tumoral, a p53, envolvida em uma das cascatas da apoptose. Foi 
observado que a atividade da p53 pode ser modulada através da complexação com 
cobre, pelo mecanismo do par redox CuI/CuII (HAINAUT et al., 1995). O ambiente 
redox é então capaz de determinar o destino de uma célula: proliferação, 
diferenciação ou morte (FINKEL, 2000). 
Nossos dados demonstram que a presença da galectina-3 também modula a 
resposta celular a estímulos redox, induzindo conseqüências biológicas diferentes, 
como morte e adesão celular. Apesar dos resultados mostrarem que os compostos 
atuam diferentemente nas células, é interessante observar que ambos os compostos 
induzem estresse carbonílico, o que certamente reflete um estado pró-oxidativo. A 
literatura não tem relatado que a galectina-3 possa ter um papel redox ou controlado 
pelo estado redox celular. O único trabalho encontrado mostra que a 
superexpressão de galectina-3 em células BT549 aumenta susceptibilidade a 
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apoptose induzida por TRAIL e aumenta os níveis de GSH e de GSSG, o que indica 
que a reconstituição da galectina-3 é capaz de alterar o estado redox intracelular 
(Lee et al. 2003). Um dado importante que contribuirá para o entendimento 
molecular mais profundo em nosso sistema é a determinação dos níveis de GSH e 







Este trabalho demonstrou que: 
 Galectina-3 é expressa apenas nas células transfectadas com o vetor 
contendo o gene dessa proteína, em todos os compartimentos celulares como 
núcleo, mitocôndria, microssomos, membrana e citoplasma; 
 Em células não expostas aos compostos metálicos, a galectina-3 inibe tanto a 
proliferação como a adesão celular;  
 O tratamento com o composto [Cu(isaepy)2](ClO4)2 por 24 horas leva a morte, 
por apoptose, de forma dependente da concentração em ambas as linhagens, 
sendo que a presença de galectina-3 promoveu maior susceptibilidade a 
morte nas células TM1G3. Neste tempo, os demais compostos não tiveram 
efeitos citotóxicos nas células de melanoma, independentemente da presença 
da galectina-3; 
 O tratamento com o composto [Cu(isaepy)2](ClO4)2 por 24 horas induz 
estresse carbonílico e inibição de adesão a proteínas de matriz extracelular, 
efeitos mais bem evidenciados nas células TM1G3; 
 O composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2 só induz morte celular após tratamento de 
48 horas e de forma dependente da concentração. As células que expressam 
galectina-3 são mais resistentes a citotoxicidade induzida por este composto; 
 O tratamento com o composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2 por 48 horas estimula a 
adesão celular, principalmente das células TM1G3; 
 Dependendo do ligante, a reatividade dos complexos de cobre pode variar, 
modulando a intensidade de suas propriedades pró-oxidantes. 
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 A expressão da galectina-3 determina as respostas celulares aos estímulos 
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